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ものだけでも、抗菌物質（Hughes et al.、2010）や抗真菌物質（El-Gendy and El-Bondkly、



















その環境の一つとして海洋深層水（Deep seawater; 以後、DSW）が挙げられる。 
DSW は一般に 200m 以深の海水のことをいう。海洋学的な定義に則れば、海洋におけ
る深層とは 1,000m 以深を指すのであるが（中島、2002）、産業利用上では補償深度であ
る 200m 以深の海水を深層水と定義しており（高橋、2006）、本論文でもその定義に従う








で無数の海洋細菌によって分解無機化され、最終的に N や P、Si のような無機栄養塩類に
還元される。一方、補償深度以深である DSW には太陽光が届かないため、植物プランク
トンによる光合成が行われない。このため、表層から沈降してきた無機栄養塩類は分解さ








DSW の産業分野への利用は、1930 年にフランスでの海洋温度差発電（Ocean Thermal 
Energy Conversion; 以後、OTEC）研究がその始まりとされている。その後、1981 年に
ハワイで大規模な DSW 取水設備が建設され、OTEC の多目的利用を重点とした様々な研
究が行われてきた（中島、2002）。近年では韓国や台湾なども積極的に取水設備を建設し、






い深層水の取水設備が全国各地に建設されるようになった。2015 年 2 月現在で日本国内
には 16 の DSW 取水施設がある。DSW の産業利用は多岐に亘っており、飲料水や食品、
化粧品などの材料や海洋生物の飼育や野菜などの栽培用の農業水などが挙げられる（豊田、


















る。実際に 2003 年に矢田らが室戸湾 DSW 中の細菌種を分析したところ、既知や未知の
多種多様な微生物の群集が存在していた（矢田ら、2003）。また、寺原ら（2013）は、DSW
は表層水とは異なる放線菌の群集組成を有していることを報告している。さらに五十嵐ら
は DSW 中から有用放線菌を分離し（Igarashi et al.、2005）、また瀬ら（2013）は富山湾















とめて活性酸素種（Reactive Oxygen Species; 以後、ROS）と呼んでいる。また、フリー
ラジカルではない過酸化水素（H2O2）や一重項酸素（1O2）も同様に ROS に含まれる。こ
うしたROSは、主に取り込まれた酸素が生体内で還元代謝される際に生じるものである。
特に生体内において主要な ROS 生成器官となっているのがミトコンドリア（Loschen et 
al.、1971; Boveris et al.、1972）であり、ミトコンドリアは生体内酸素のほとんどを消費
して生命活動に必要なエネルギーである ATP を生産しながらも、同時にその過程におい






シワやタルミの誘導にも大きく関与していると言われている（森田、2013; Masaki et al.、
1995; Valencia et al.、2008）。さらに ROS は生体組織への損傷だけでなく、先の老化に
加えて寿命（Schriner et al.、2005）やアルツハイマー（Mao et al.、2012）、運動失調症
（Calabrese et al.、2005）、心筋症（Dai et al.、2010）などの疾病の原因とも考えられて
























2006; Devasagayama et al.、2004）。しかし、抗酸化物質は自らが酸化されることで対象
物の酸化を防ぐものであることから、最終的にはその効力が失われてしまう。さらに、抗
酸化物質を高濃度で使用しても酸化ストレスへの効力が上昇しないことも報告されてお




化物質はすでにいくつか報告がみられているが（Horta et al.、2014; Sivaperumal et al.、




























 本章では DSW から海洋微生物を分離するにあたり、バイオマスが極めて尐ないことが
予想された。そこで、DSW 中の懸濁物の除去に用いるバッグフィルター（Bag Filter; 以
後、BF）に注目した。この BF は Fig. 2.1 に示すように直径 18cm、長さ 80cm、孔径 0.5
μm のナイロン製のフィルターである。この BF は、株式会社 DHC が運営する海洋深層
水取水施設（静岡県伊東市伊豆赤沢）から入手した。この取水施設では伊東沖の沖合 5km、
水深 800m の深海から 1,000t/日の DSW を取水しており、これを濾過装置内に設置された
BF を通して DSW 中の懸濁物などを除去し、各施設へと輸送している。濾過装置に装着
された BF は約 1 ヶ月ごとに新品と交換されている。Fig. 2.2 に示すように白色の BF が
使用後には黒色へと変化している。このように 1 ヶ月間大量の DSW を濾過することで、
DSW 中に存在する微生物や溶存物が BF 上に捕集されることとなり、BF 上には多くの微
生物が濃縮されていると考えられた。そこでこのBFを 2010/10-2012/3の各月に入手し、
DSW 微生物の分離に用いることにした。なお、この分離培地には海洋細菌の分離によく
用いられる ZoBell 2216E 培地（杉田、2006）と PYBG 培地（杉田、2006）、および酵母
の分離に用いられる YPD 培地（Fujii et al.、1996）を使用した。なお、DSW は有機物が
尐ない環境であることを考慮して、これらの培地成分を 1/10 あるいは 1/20 強度に調製し
た培地も用意した。すべての分離培地には DSW を添加した。さらに、DSW の環境は周




2.2.1 DSW からの微生物の分離 
 
2.2.1.1 BF 懸濁液の調製と微生物の分離 
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 約 1 ヶ月間使用された BF を入手し、その底部を無菌的に 2×2cm 角に切り取った後、
あらかじめ滅菌（121℃、15 分間）した 20ml の DSW に懸濁し、懸濁液を調製した。こ





 本研究で用いた分離培地は、ZoBell 2216E 培地、PYBG 培地、YPD 培地およびこれら
を 1/10 または 1/20 強度に調製した合計 6 つの培地を用いた。各培地にはシクロヘキシミ
ド（SIGMA）とナリジクス酸（生化学用、国産化学）をそれぞれ終濃度 50μg/ml および
20μg/ml をそれぞれ添加した。また、酸化ストレス抵抗性物質産生培地（以後、産生培地）





2.2.2.1 DPPH 法による抗酸化能評価 
 2.2.1.2 の産生培地を 24 穴培養プレート（Costar 3524、コーニング）に 2ml ずつ分注
し、2.2.1.1 で得られた分離株を一白金耳植菌した後、回転振とう培養（160rpm、5-27℃、
7 日間、アイラテック）を行った。培養後、遠心分離（9,000×g、10 分間、4℃）して得
られた上清の抗酸化活性を 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（D 0909、東京化成; 以後、
DPPH）を用いて、浦部ら（2008）の方法に準拠して測定した。マイクロプレートリーダ
ーにより得られた吸光度（λ = 540nm）を基に次式により DPPH 法による抗酸化活性を
求めた。なお、ネガティブコントロールは未接種の産生培地の上清を用いた。 
 
DPPH 活性（%） =  
 
本研究では測定を n = 3 で行い、DPPH 活性が 5%以上見られた分離株を活性株として選









 イーグル MEM 培地（組織培養用、日水製薬）500ml に牛胎仔血清（免疫生物研究所; 以
後、FBS）50ml と 200mM L-(+)-グルタミン 10ml（特級、和光）、10% 炭酸水素ナトリ
ウム 10ml をそれぞれ濾過除菌（孔径 0.2μm、ADVANTEC）して添加し、10% FBS 含
イーグル MEM 培地を調製した。なお、この培地の希釈には FBS 無添加の無血清イーグ
ル MEM 培地を用いた。 
 
2.2.2.2.2 評価試料の作製 
 100ml 容のバッフル付三角フラスコに産生培地 20ml を注入し滅菌後、2.2.2.1 で活性が
確認された分離株を一白金耳植菌し、回転振とう培養（7 日間）を行った。培養後、遠心
分離（13,100×g、10 分間、4℃）し、その上清を分取した。この培養上清 100μl を、0.5% 




 正常ヒト皮膚由来線維芽細胞（理研バイオリソースセンター; 以後、NB1RGB 細胞）を
96 穴培養プレート（イワキ）に 1.5-2.0×104 個/ウェルになるように播種し、10% FBS
含有イーグル MEM 培地を用いて 1 日間前培養（37℃、5% CO2）した。前培養後、全て
のウェルを 0.5% FBS 含有イーグル MEM 培地 100μl/ウェルに交換し、これに 2.2.2.2.2
で作製した評価試料 100μl を、96 穴培養プレート上の試験区と対照区のウェルにそれぞ
れ添加してさらに 2 日間培養（37℃、5% CO2）を行った。培養後、試験区に t-過酸化ブ
チル（70%、和光; 以後、t-BuOOH）を終濃度 800μM 加えた後、4 時間インキュベート
（37℃、5% CO2）した。インキュベート後、培地を除去して 100μl の PBS (-)（組織培









地を除去し、さらに 0.04N HCl 含有イソプロパノール 100μl を添加し、1 時間インキュ
ベート（37℃、5% CO2）し、生成したフォルマザン色素を抽出した後、マイクロプレー








本研究では活性が 50%以上を示した分離株を活性株として選出した。なお、評価試験は n 




2.3.1 DSW からの微生物の分離 
 伊豆赤沢 DSW の BF から各種培養条件で微生物の分離を行った結果、Table 2.1 に示す
ように合計 904 株の微生物が分離された。この表からわかるように、培養温度ごとに得ら
れた分離株数は 5℃では 139 株、また 15℃では 283 株、20℃では 272 株であり、27℃で
は 210 株であった。 
 
2.3.2 酸化ストレス抵抗性物質産生微生物の探索 
 これら 904 株の分離株について、DPPH 法で抗酸化能を調べた結果、59 株に DPPH 活
性が見られた（Table 2.2）。そこで、この 59 株を細胞試験で評価した結果、酸化ストレス
抵抗性株 10 株が得られた。Table 2.3 に示すようにこれらの 10 株はいずれも 5-20℃の培
養で得られた分離株であった。一方、27℃で得られた分離株からは全く活性が見られなか
った。分離培地による観察では活性株は、PYBG 培地から 1 株、ZoBell 2216E 培地から 1
株であったが、YPD 培地からは全く分離されなかった。しかしながら、1/20 PYBG 培地
から 5株、1/10 ZoBell 2216E培地から 2株、1/10 YPD培地から 3株の活性株が得られた。 














 微生物のバイオマスが尐ないとされる DSW から微生物を分離するのは困難であること
が予想されたため、DSW 中の懸濁物の除去を目的としている BF を微生物の分離源とし
た。BF は伊豆赤沢の濾過装置に 6 本装着されており、各濾過装置を 1 日 1,000t の DSW










また、Table 2.1 に示すように、PYBG 培地と 1/20 PYBG 培地の分離株数を比較した結
果、PYBG 培地から 128 株が分離され、また 1/20 PYBG 培地から 197 株が分離された。
さらに、YPD 培地と 1/10 YPD 培地でも、これらの分離株数を比較すると、1/10 YPD 培
地の方が YPD 培地よりも多かった。なお、ZoBell 2216E 培地と 1/10 ZoBell 2216E 培地
では分離株数に差異は見られなかった。しかしながら、培地成分を希釈した培地の方が分
離株数が多い傾向が見られた。外洋海水中の溶存態有機物（Dissolved Organic Matter; 以
後、DOM）の量は、有機炭素量に換算すると表層水では 0.7-0.8mg C/L、中深層水では





2,832.1mg C/L と比較すると 5,600-7,000 分の 1 の濃度であり、1/20 PYBG 培地でも外










本研究では、分離された 904 株の中から 10 株の活性株が得られた。これらの株は全て
5-20℃の培養で得られたものであり、27℃では全く得られなかった。また、活性株を分
離株ごとに比較してみると、従来の濃度の培地での活性株の出現率が 2/372×100 = 0.5%









































Fig. 2.2 Photographs of bag filter before use (A) 
and after use (B).






Fig. 2.3 Photograph of human fibroblast cells (NB1RGB).

















































































** No experiments (NE)
*
* (%) = The number of isolated strains in each medium / 904 strains
Table 2.1 The number of  isolated strains from BF in various 
media in Izu-Akazawa, Japan.
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Cell active  
(3rd screening)





























* (%) = The number of active strains  / The number of isolated strains
Table 2.3 The number of isolated strains and active strains 

























* Data were presented as means ± standard deviation at n = 3
** Blank is Eagle’s MEM containing 0.5 % FBS and 200mM L (+) glutamine























の報告を見ただけでも一般細菌（Guo et al.、2010; Prabhu et al.、2013; Shindo and 
Misawa、2014）、乳酸菌（Shobharani et al.、2013）、真菌（Zhang et al.、2008）、放線




 前章において抗酸化能高活性保有株として選出した No. 586 株は、肉眼的な観察では細







3.2.1 No. 586 株の種の同定 
3.2.1.1 DNA の抽出および精製 
 No. 586 株からの DNA の抽出、精製および 16S rRNA 遺伝子解析は「ゲランガムを分
解する微生物の海洋環境からの分離と諸性状について」（柴田、2011）を参考に一部改変
して行った。すなわち、培地成分を 1/10 強度に調製した ZoBell 2216E 液体培地 20ml を
バッフル付 100ml 容三角フラスコに添加し、滅菌後 No. 586 株を一白金耳接種して 7 日
間回転振とう培養（160rpm、5℃）した。培養後、培養液を遠心分離（13,300×g、4℃、
10 分間）し、得られた菌体を 1×TE バッファーで 2 回洗浄した。この洗浄菌体を 0.6ml
の 1×TE バッファーに懸濁し、DNA 抽出用サンプルとした。 
 2.0ml 容チューブ（ザルスタット）とφ0.1 のガラスビーズ（アズワン）1g に抽出用サ
ンプルを全量加え、Lysozyme 溶液（5mg/ml、和光）20μl を添加し、時々撹拌しながら
37℃で 1 時間インキュベートした。これに Proteinase K（20mg/ml、インビトロゲン）3
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μl および 10% Sodium dodecyl sulfate 溶液（以後、SDS）30μl をそれぞれ加えて撹拌
した後、さらに 1 時間インキュベートした。インキュベート後、phenol : chloroform : 
isoamyl alcohol = 25 : 24 : 1混合溶媒0.6mlを加え、ビーズホモジュナイザ （ー2,000rpm、
15 秒間、Micro Smash TM MS-100R、トミー）を用いて菌体を破砕した。破砕後、Cetyl 
trimethyl ammnonium bromide（以後、CTAB）溶液 0.1ml を添加し、5 分間撹拌後、65℃
で 10 分間インキュベートした。インキュベート後、遠心分離（20,300×g、22℃、15 分
間）して、得られた上清を別のマイクロチューブに移し、chloroform : isoamyl alcohol = 
24 : 1 混合溶媒 0.6ml と SDS 溶液 30μl をそれぞれ順に加えて激しく撹拌した。その後、
遠心分離（20,300×g、4℃、5 分間）して再度上清を分取し、この上清に 3M 酢酸ナトリ
ウム（pH 5.2）60μl とイソプロピルアルコール 0.6ml をこの順に添加した。これを遠心
分離（20,300×g、4℃、15 分間）し、上清を除去した後、得られた沈殿に 70%エタノー
ル 0.5ml を加えて撹拌し、DNA をよく洗浄した。これを再度遠心分離（20,300×g、4℃、
5 分間）し、室温で風乾後、得られた DNA を滅菌した MilliQ water 0.1ml に溶解した。 
 
3.2.1.2 16S rRNA 遺伝子の解析 
 3.2.1.1 で抽出した DNA を鋳型として PCR 反応を行った。反応液はポリメラーゼ含有
2×Go Taq○R  Green Master Mix（プロメガ）12.5μl、5μM プライマー各 1μl、鋳型
DNA 1μl、滅菌 MilliQ water 10μl の組成で調製した。なお、プライマーはユニバーサ
ルプライマーである 27f と 1492r を用いた。反応液は、サーマルサイクラ （ーDice mini TP 
100、タカラバイオ）を用いて、94℃で 2 分間 1 サイクル、94℃ 1 分間・60℃ 2 分 30 秒
間・72℃ 2 分 30 秒間を 25 サイクル繰り返し、最後に 72℃で 7 分間 1 サイクルの条件で
DNA 増幅を行った。得られた PCR 産物は 1%アガロースゲル電気泳動でバンドの有無を
確認後、Wizard○R  SV Gel and PCR Clean-Up System（プロメガ）を用いて精製した。 
得られた精製 DNA を Big Dye terminator ready reaction mix 1μl、5×Big Dye 
sequencing buffer 3.5μl、3.2μM プライマー1μl、DNA テンプレート 10μl、滅菌 MilliQ 
water 4.5μl の組成で調製し、サーマルサイクラーを用いて、95℃で 1 分間 1 サイクル、
95℃ 10 秒間・50℃ 5 秒間・60℃ 4 分間を 25 サイクル繰り返して DNA を増幅した。な
お、プライマーは 27f、31f、53r および 1492r の 4 種を用いた。電気泳動で DNA 増幅を
確認した後、この DNA 20μl に 99.5%エタノール 60μl および 125mM EDTA 5μl を順
に添加し、室温で 15 分間放置した。その後、遠心分離（20,300×g、4℃、20 分間）を行
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い、得られた沈殿に 70%エタノール 60μl を加え、再度遠心分離（20,300×g、4℃、10
分間）した。遠心分離後、エタノールを除去して沈殿を乾燥させ、Hi-Di formamide 20
μl を加え、シーケンサー（Applied Biosystems 3130xl、ジェネティックアナライザー
3130xl-100、日立）に供した。得られた塩基配列はデータ処理ソフト Genetyx version 7




3.2.2 No. 586 株と標準菌株の生理・生化学的性状 
 
3.2.2.1 生育温度の検討 
 1/20 PYBG 培地を作製し、No. 586 株と標準菌株をそれぞれ一白金耳植菌した後、5、
10、15、20 および 27℃の各温度で 7 日間静置培養を行った。培養後、コロニーの生育の
有無から生育温度を判定した。 
 
3.2.2.2 生育 pH 域の検討 
 種々の pH 値に調製した 1/20 PYBG 液体培地を 24 穴培養プレート（Costar 3524、コ
ーニング）に 2ml 分注した後、両株をそれぞれ一白金耳植菌して 7 日間回転振とう培養
（160rpm）した。培養後、各菌株の生育の有無から生育 pH 域を判定した。 
 
3.2.2.3 生育海水濃度の検討 





3.2.2.4 No. 586 株と標準菌株の色素の比較 
 両株を 2.2.1.2 の産生培地に一白金耳植菌し、6 日間回転振とう培養を行った。培養後、
遠心分離（13,300×g、4℃、10 分間）して上清を除き、得られた菌体に 10ml のメタノー
ルを加えて、ガラスホモジナイザーで菌体をホモジナイズした。これを室温で 1 時間放置
後、遠心分離（13,300×g、4℃、10 分間）を行い、得られた菌体抽出液を分光光度計（UV 




3.2.2.5 No. 586 株と標準菌株の硝酸塩還元活性 
 硝酸塩還元活性は「増補改訂版 海洋環境アセスメトのための微生物実験法」（藤井、
2006）を参考に行った。1/20 PYBG 液体培地で培養した両株を 0.1% KNO3（国産化学）
を添加した 1/20 PYBG 液体培地にそれぞれ一白金耳植菌し、5 日間培養後、培養液にスル
ファニル酸溶液、α-ナフチルアミン溶液の順に加え、桃赤色への変色の有無を判定した。 
 
3.2.2.6 No. 586 株と標準菌株の各種有機化合物分解活性 
 各種有機物の分解活性の実験は「増補改訂版 海洋環境アセスメトのための微生物実験
法」（坂田・吉川、2006）を参考に行った。なお、いずれの試験においても 1/20 PYBG 液
体培地で 7 日間回転振とう培養した両株を種菌とした。Tween 80 の水解、スターチ分解、
トリブチリンの加水分解およびカゼイン分解は 1/20 PYBG 培地に CaCl2 0.01%（w/v）＋
Tween 80 1%（v/v）、スターチ 0.5%（w/v）、トリブチリン 1%（v/v）およびスキムミル









 フォスファターゼ試験（Taga and Kobori、1978）はフォスファターゼテスト培地
（Torriani、1960）にこれらの株を 7 日間静置培養後、生じたコロニーに 1.5% 
p-Nitrophenyl phosphate（NPP）含有トリス塩酸バッファーを噴霧し、黄色のハローの
有無から分解能の判定を行った。 









3.2.2.7 No. 586 株と標準菌株の糖の資化性 





3.2.2.8 No. 586 株と標準菌株のアミノ酸の利用 
 アミノ酸の利用性試験は「改訂版 細菌の分類と同定＜下＞」（駒形、1985）を参考に








に変色するかで判定した。OF 試験は両株をそれぞれ 2 本の MOF 培地に穿刺し、一方の
培地に滅菌した流動パラフィンを重層して培養後、フェノールレッドの変色の有無から判
定した。なお、2 本の培地とも黄色になったものを F（発酵; fermentation）型、流動パラ
フィンを重層していない培地のみ黄色になったものを O（酸化; oxidation）型とし、変色
しないものを陰性とした。VP 試験は MR-VP 培地に両株を一白金耳植菌して培養後、α
-ナフトール溶液および 40%KOH 溶液を加え、赤色に変色するかで判定をした。 
 
3.2.2.10 No. 586 株と標準菌株の抗酸化能 
 両株を生産培地にそれぞれ一白金耳植菌した後、7 日間回転振とう培養を行った。培養
後、遠心分離（13,300×g、4℃、10 分間）し、上清を得た。得られた上清の抗酸化能は、
DPPH を用いて浦部ら（2008）の方法に準拠して行い、DPPH 活性は 2.2.2.1 の式より求
めた。 
 
3.2.2.11 No. 586 株と標準菌株の酸化ストレス抵抗性作用の評価 
 NB1RGB 細胞を 1.5-2.0×104個/ウェルになるように 96 穴マイクロプレート（イワキ）
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に播種し、5%FBS 含有イーグル MEM 培地を用いて 1 日間前培養（37℃、5%CO2）した。
前培養後、5%FBS 含有イーグル MEM 培地で 2.2.2.2.2 と同じ手順で評価試料を調製し、
96 穴マイクロプレートに 100μl/ウェル添加して 2 日間培養（37℃、5%CO2）を行った。
培養後、全ての培地を 0.5%FBS 含有イーグル MEM 培地 100μl/ウェルに交換し、試験区





3.3.1 No. 586 株の種の同定 
 No. 586 株の 16S rRNA 遺伝子解析を行い、その塩基配列を BLAST 解析で調べたとこ
ろ、Pseudoalteromonas denitrificans と 98.07%の相同性を示した（Table 3.2）。そこで、
理研バイオリソースセンターからPseudoalteromonas denitrificans JCM 21248株を入手
し、標準菌株として No. 586 株とともに並行実験を行った。 
 
3.3.2 No. 586 株と標準菌株の生理・生化学的性状 
 
3.3.2.1 生育温度 
 No. 586 株は 5-15℃で生育が見られたが、標準菌株は 5-20℃であり、生育温度の上限
に 5℃の差があることが判明した。 
 
3.3.2.2 生育 pH 域 







 寒天培地上でのコロニーの色調は No. 586 株は紫色であったのに対し、標準菌株は赤色
であった（Fig. 3.1）。次に両株の菌体をメタノール抽出したところ、No. 586 株の抽出液
は無色であったのに対し、標準菌株は赤色であった（Fig. 3.2）。これらの吸収スペクトル
解析を行った結果、Fig. 3.4 に見られるように 210nm および 265nm に極大吸収が見られ
 27 
 
たのに対し、標準菌株は 536nm に極大吸収が見られた。 
 
3.3.2.5 硝酸塩還元活性 
















3.3.2.9 OF 試験・VP 試験・カタラーゼ試験・オキシダーゼ試験 
 カタラーゼ試験では No. 586 株は陽性を示したが、標準菌株は陰性であった。またオキ








 両株の培養上清の酸化ストレス抵抗活性を比較した結果、Fig. 3.5 に示すように、No. 





 本研究で最も高い活性を示した No. 586 株を分子生物学的解析法により、種の同定を行
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ったところ、Pseudoalteromonas denitrificans と 98.07%の相同性を示した。そこで P. 
denitrificans の標準菌株を理研バイオリソースセンターより入手して本菌と生理･生化学
的性状および酸化ストレス抵抗活性の比較を行った。その結果、No. 586 株と標準菌株の




生していることが判明した。さらに、No. 586 株はカタラーゼ試験が陽性であり、Tween 80
の分解およびフルクトースの資化性も見られたが、標準菌株はこれらが陰性であった。両
株の酸化ストレス抵抗活性を比較した結果、No. 586 株は 97.7±4.5%の活性であったのに





テムを No. 586 株が有していることが、No. 586 株が酸化ストレス抵抗性物質を産生して
いることに関わっているのではないかと思われた。 
 P. denitrificans はもともと Alteromonas denitirifcans に分類されていた細菌であり、
90-100m の比較的浅い海水中から分離された（Enger et al.、1987）。その後 Altermonas 
属は Pseudoalteromonas 属に再分類された（Gauthier et al.、1995）。その後の報告で P. 
denitrificans は赤色色素のプロジギオシンの一種である色素を産生しており、この色素に
は免疫反応を抑制する効果があることが判明した（Kawauchi et al.、1997）。この P. 
denitrificans が分離された環境は、No. 586 株が分離された環境とは異なっており、こう
した環境の違いが表現型に相違を与えているのではなかろうか？さらに、Yada et al.
（2008）は高知県室戸沖の水深 320m の DSW 中から分離した微生物が P. denitirificans 
と最も相同性が高く、紫色色素を産生していたことを報告している。このことから、本研









Fig. 3.1 The color of colonies of strain No. 586 (A) and 







Fig. 3.2 Methanol extract from cells of strain No. 586 (A) 





Fig. 3.3 The color of culture broths incubated in 
glucose-peptone liquid medium.






Fig. 3.4 Spectral analysis of methanol extract from cells of 








































Blank is Eagle’s MEM containing 0.5 % FBS and 200mM L (+) glutamine
Negative control (NC) is supernatant of non-inoculation culture medium
Fig. 3.5 Comparison with the activity of culture supernatant  







































Strain No. 586 
 
Strain JCM 21248 
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 Oxidase 
 Catalase 
 Nitrate reduction 
 Degradation of : 






































































** O, Oxidation; F, Fermentation 
 




Table 3.4 Utilization of carbohydrates and amino acids of strain No. 586 and  
strain JCM 21248. 
 























































































4.2.1 No. 586 株の培養上清からの単離・精製 
 2.2.1.2 の産生培地をバッフル付 100ml 容三角フラスコ（×2）にそれぞれ 20ml 添加し
滅菌後、No. 586 株を一白金耳植菌し、7 日間回転振とう培養（160rpm、5℃）を行い、














UV ランプ（λ = 254nm）照射と硫酸発色（硫酸 : メタノール = 1 : 4）で TLC 上のス
ポットを観察した。このスポットの Rf 値から Fr.を合一し、ロータリーエバポレーター
（45℃）により酢酸エチルを乾固した後、各 Fr.のサンプル終濃度が 25μg/ml（含有する
エタノール終濃度は 0.05%）になるようにエタノール（一級、和光）または 10%エタノー
ルに溶解させ、後述の 4.2.3 の方法で各 Fr.の活性を測定した。活性が見られた Fr.はシリ
カゲルカラムで再度精製を行った。得られた活性 Fr.はロータリーエバポレーター（45℃）
を用いて濃縮乾固し、酢酸エチル 1ml に溶解させた後シリカゲルカラム（φ2.1×41cm）
にアプライし溶出させた。流速は 2ml/min、移動相には酢酸エチルを用い、1Fr. = 2ml ず
つ分画した後、最後にメタノールを加えてカラム内の酢酸エチル相とメタノール溶出相を
洗い出した。得られた Fr.について酢酸エチルを展開溶媒とする TLC を行った。展開後、
UV ランプ（λ = 254nm）照射と硫酸発色でスポットの観察を行った。得られたスポット
の Rf 値から Fr.を合一し、ロータリーエバポレーター（45℃）により酢酸エチルを留去し
た後、各 Fr.のサンプル終濃度が 12.5μg/ml（含有するエタノール終濃度は 0.05%）にな
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るようにエタノールまたは 10%エタノールに溶解させ、後述の 4.2.3 の方法で各 Fr.の活




た後、UFLC に供した。UFLC（ELITE LaChrom ULTRA、日立）は、逆相カラム（LaChrom 
Ultra C18、φ2.0×75mm、日立）を用いて流速 0.55ml/min で溶出を行った。移動相に




り、流速 1.0ml/min で溶出を行った。この移動相には MilliQ 水 : アセトニトリルを用い、
25分間でアセトニトリルの濃度が10%-40%になるように変化させ、その後 5分間で100%
になるような直線濃度勾配溶出法で溶出させた。濃縮し、メタノールに溶解させた活性 Fr.
を合計 9 回インジェクトした後、得られた溶出ピークについて同様に活性を測定した。 
 
4.2.2 精製活性物質の化学構造解析 




度 UFLC（ELITE LaChrom ULTRA、日立）の逆相カラム（LaChrom Ultra C18、φ2.0
×75mm、日立）に供し、4.2.1 と同様の条件下で物質の極大吸収波長（λ = 190-500nm）




 NB1RGB 細胞を 2.5×104個/ウェルになるように 96 穴マイクロプレート（イワキ）に
播種し、10%FBS 含有イーグル MEM 培地を用いて 1 日間前培養（37℃、5%CO2）をし
た。前培養後、10%FBS 含有イーグル MEM 培地で 2.2.2.2.2 と同じ手順で評価試料を調
製し、96 穴マイクロプレートに 100μl ずつ添加して 2 日間培養（37℃、5%CO2）を行っ
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た。培養後、全ての培地を 5%FBS 含有イーグル MEM 培地 100μl/ウェルに交換し、試















測定は n = 5 で行い、平均値±標準偏差で表示した。 
 
4.3.1.2 シリカゲルと HPLC を用いた精製 
 酢酸エチル相をシリカゲルカラムを用いて、分画を行った結果、120 の Fr.を得た。Fig. 
4.2 に示すように、Rf 値が近い Fr.を合一し、4.2.3 の条件で活性を調べた。なお、活性の
測定は n = 3で行った。その結果、Fr. 54-65、Fr. 66-70、Fr. 71-74、Fr. 75-79、Fr. 80-90、
Fr. 91-120 および残余酢酸エチル相、メタノール溶出相に活性が認められた（Fig. 4.3）。
そこで本研究では最も活性が高く（129.2±2.8%）、精製物量が多かった（5.4mg）Fr. 71-74
についてさらなる精製を進めた。 
 なお、精製を行うための予備実験として、Fr. 71-74 の溶出パターンを UFLC の逆相カ
ラムで調べた。その結果、Fig. 4.4 に示すように、Fr. 71-74 は 5 つの主要なピークが認
められた。そこで、この 5 つのピークを HPLC で分画するため、更なる精製を試みた。 
 Fr. 71-74 を再度シリカゲルカラムで精製し、分画した Fr.で Rf 値が近いものとを合一
（Fig. 4.5）して活性を調べた。なお、サンプルの終濃度は 12.5μg/ml になるように調製
し、活性の測定を n = 6 で行った。その結果、Fr. 31-38、Fr. 39-46 に活性が認められた
（Fig. 4.6）。そこで、活性が高かった Fr. 39-46（117.8±11.2%）を HPLC の逆相カラム
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にて精製を試みた結果、5 つの主要なピークが認められ（Fig. 4.7）、Peak A-E と命名し
て分画を行い、活性を調べた。なお、サンプルの終濃度は 5.38μg/ml になるように調製
し、活性の測定は n = 3 で行った。その結果、Peak B、D、E に活性が見られ、特に Peak 
E の活性が最も高く、102.2±3.3%の活性が見られた（Fig. 4.8）。 
 
4.3.2 精製活性物質の化学構造解析 
 精製した Peak E を MS（JEOL JMA-AX505HA）に供した結果、その分子イオンピー
クデータ（Fig. 4.9）より、本物質の分子量は 212 であり、High MS のデータより分子式
は C12H8N2O2と決定した。次に 1H-NMR スペクトルに基づく機器分析により得られた解
析結果とシグナルをそれぞれ Table 4 と Fig. 4 に示した。精製 Peak E をジメチルスルホ
キシド（以後、DMSO）に溶解させ、1H-NMR スペクトルより水素シグナルを解析した
（Fig. 4.10）。その結果、完全な精製にまでは至らなかったが、Peak E の有効物質の構造
解析を行うことはでき、6.33ppm と 6.34ppm にそれぞれ一重線のプロトンのシグナルが
見られた（Fig. 4.11-A）。また、6.79ppm には一重線のブロードのシグナルが見られた（Fig. 
4.11-B）。次に 7.37ppm と 7.44ppm に二重線三重線のプロトンのシグナルがあり、さら
に 7.48ppm と 7.68ppm にそれぞれ二重線二重線のプロトンのシグナルが見られた（Fig. 
4.12）。UFLC の逆相カラムを用いて UV 吸収スペクトルを調べた結果、237nm および
435nm にそれぞれ極大吸収を有することが明らかになった（Fig. 4.13）。これらの結果を
基に既知物質との比較を行ったところ、Peak E はクエスチオマイシン A（Igarashi et al.、
1998; Maskey et al.、2003）と同定された。 
 
4.3.3 精製活性物質の活性試験 
 精製した Peak E とクエスチオマイシン A（Santa Cruz Biotechnology）を終濃度 0.68
μmol になるように調製し、96 穴マイクロプレートに添加し、活性を調べた。その結果、
Peak E は 98.7±4.7%の活性を示し、またクエスチオマイシン A も 115.4±2.9%の活性を
示した（Fig. 4.15）。なお、このときの終濃度はヒトリンパ腫由来細胞株において IC50と




 HPLC クロマトグラムから、No. 586 株が産生する活性物質は尐なくとも 3 種類存在す
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ることが、示唆された（Fig. 4.8）。その中で最も活性が高かった Peak E について単離・
精製を進め、構造解析を行った結果、Peak E は既知物質のクエスチオマイシン A（Fig. 
4.14）と同定された。Table 4.1 に示した Peak E の各種データは報告されているものとよ
い一致を示した（Table 4.2）。クエスチオマイシン A は放線菌（Igarashi et al.、1998; Maskey 
et al.、2003）、真菌（Kinjo et al.、1987）からの分離報告がすでにある。また、細菌からも
Gerber and Lechevalier（1964）が Pseudomonas iodina から得られたという報告があり、こ
の他には海洋由来の Halomonas sp.の培養液にアントラニル酸を添加して産生させたとの報
告があるだけである（Bitzer et al.、2006）。このため、細菌由来のクエスチオマイシン A は
すでに知られているが、海洋深層水由来の Pseudoalteromonas 属がクエスチオマイシン A を
産生し、それを単離・精製したという報告は本研究が初めてであると思われる。 
また、クエスチオマイシン A の標品を NB1RGB 細胞に添加して酸化ストレス抵抗性を調べ
たところ、標品にも活性があることが明らかになった。これまで報告されているクエスチオマ
イシン A の活性は抗菌活性（Anzai et al.、1960; Hanawa et al.、2010）や植物每性（Kinjo et 
al.、1987）、アロマターゼとサルファターゼの阻害（Kim et al.、2000）にウイルスの抑制
（Hayashi et al.、2010）などがある。しかしながら、クエスチオマイシン A の活性で特に多
いのは抗腫瘍活性に関する報告である。クエスチオマイシン A は種々の腫瘍に効果を発揮する
ことが確認されており、報告されているだけでも悪性黒色腫（Shimizu et al.、2005）、脳腫瘍
（Shirato et al.、2007）、多発性骨髄腫（Shirato et al.、2008）、胃癌（Tomoda et al.、2013）
や結腸癌（Nakachi et al.、2010）などがある。一方で正常細胞とクエスチオマイシン A に関
する研究例はほとんど見られず、癌細胞よりも細胞每性やアポトーシスの促進が尐ないこと
（Che et al.、2011）と、ラット肝細胞の細胞成長を刺激するという報告（Imai et al.、1993）
があるだけであり、本研究で見られた酸化ストレス抵抗性に関する研究報告は見当たらなかっ
た。このため、クエスチオマイシン A が正常細胞である NB1RGB 細胞に作用し、酸化ストレ
ス抵抗性をもたらすことを示唆した報告は本研究が初めてである。 
























































Fig. 4.2 Photographs of TLC Frs. Detection; A, λ = 254nm; B, Sulfuric acid. 
Developing solvent; Ethyl acetate.
a, Fr. Nos. 1-53; b, Fr. Nos. 54-65; c, Fr. Nos. 66-70; d, Fr. Nos. 71-74; e, Fr. 
Nos. 75-79, f, Fr. Nos. 80-90; g, Fr. Nos. 91-120; h, The residue of ethyl 
acetate extraction; I, Methanol extraction.












Fig. 4.3 Activity of fraction of ethyl acetate extraction.
a, Ethanol; b, Fr. Nos. 1-53; c, Fr. Nos. 54-65; d, Fr. Nos. 66-70; e, Fr. Nos. 
71-74; f, Fr. Nos. 75-79; g, Fr. Nos. 80-90; h, Fr. Nos. 91-120; i, The residue 
of  ethyl acetate extraction; j, Methanol extraction.














Fig. 4.4 UFLC elution pattern of Fr. Nos.71-74.
Conditions; Column, LaChrom Ultra C18 φ2.0×75mm; Flow rate, 











a b c d e a b c d e
Fig. 4.5 Photographs of TLC Frs. Detection; A, λ = 254nm; B, Sulfuric acid. 
Developing solvent; Ethyl acetate.
a, Fr. Nos. 1-30; b, Fr. Nos. 31-38; c, Fr. Nos. 39-46; d, The residue of ethyl 












Fig. 4.6 Activity of fraction of Fr. Nos. 71-74.
a, Ethanol; b, Fr. Nos. 1-30; c, Fr. Nos. 31-38; d, Fr. Nos. 39-46; e, The 
residue of ethyl acetate extraction; f, Methanol extraction.













Fig. 4.7 HPLC elution pattern of Fr. Nos. 39-46.
Conditions; Column, CAPCELL PAK φ4.6×250mm; Flow rate, 1.0ml/min; 
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Fig. 4.8 Activity of peak of Fr. Nos. 39-46.






















































































Fig. 4.12 1H-NMR spectrum from 7.37ppm, 7.44ppm, 7.48ppm 































Fig. 4.14 The structure of purified Peak E 
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Table 4.1 1H-NMR data of purified Peak E in DMSO-d6.
Position 1H (δvalues, J [Hz])
1 6.34 (s)
4 6.33 (s)
6 7.48 (dd, J = 1.0, 8.0)
7 7.44 (ddd, J = 1.2, 7.0, 8.0)
8 7.37 (ddd, J = 1.5, 7.0, 8.0)
9
NH2






Table 4.2 1H-NMR data of questiomycin A in DMSO-d6.
Position
1H (δvalues, J [Hz])










7.45 (dd, J = 1.9, 8.3)
7.44 (ddd, J = 1.5, 8.0)
7.37 (ddd, J = 2.2, 6.6, 7.8)
7.68 (dd, J = 1.5, 7.6)
6.37 (s)
6.35 (s)
7.47 (d, J = 7.6)
7.45 (t, J = 7.6)
7.38 (t, J = 7.6)
7.70 (d, J = 7.6)
6.76 (s br)
* **
* 400MHz, ** 500MHz 
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第 5 章 総括 
 
5.1 DSW からの微生物の分離 
 本研究では、生物資源としての利用例が尐ない DSW 中から微生物の分離を行った。その結
果、904 株の分離株が得られた。分離培地ごとに比較すると、希釈した分離培地に分離数が多






5.2 DSW 由来抗酸化能高活性保有株 No. 586 株の諸性状 
 No. 586 株は細胞試験において最も高い酸化ストレス抵抗活性を示した。そこで、この株に
ついて 16S rRNA 遺伝子の塩基配列解析により種の同定を行ったところ、Pseudoalteromonas 
denitrificans と 98.01%の相同性が見られた。そこで標準菌株を入手し、本菌と生理・生化学
的性状の比較を行ったところ、No. 586 株の生育限界温度は標準菌株よりも 5℃低く、寒天培
地上でのコロニーの色素が異なることがわかった。また、No. 586 株はカタラーゼ試験、Tween 
80 分解が陽性を示し、フルクトースを資化したが、標準菌株はこれらが陰性であった。さら
に、細胞試験による酸化ストレス抵抗活性を調べた結果、No. 586 株の方が顕著に高い活性を
示すことが明らかになった。これらの結果から、No. 586 株と P. denitrificans にはいくつかの
差異があり、完全に同一な種ではない可能性が示唆された。 
 
5.3 No. 586 株の産生する精製活性物質の化学構造解析 
 No. 586 株が産生する活性物質を培養上清中から溶媒抽出、シリカゲルクロマトグラフィー
および HPLC により単離・精製を行った。得られた精製物について、MS、1H-NMR および
極大吸収スペクトルなどの各種機器分析を行った結果から、本物質の化学構造を解析した。そ
の結果、本物質の分子量は 212 であり、分子式は C12H8N2O2であることが判明した。さらに
1H-NMR のシグナルデータと UV-吸収スペクトルから既存物質との比較を行ったところ、本
物質がクエスチオマイシン A と同一物質であることが判明した。本物質とクエスチオマイシン
A の標品を NB1RGB 細胞試験に供し、酸化ストレス抵抗性を比較したところ、標品にも Peak 





なく、本研究が初めてであるとともに、クエスチオマイシン A を産生する Pseudoalteromonas
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